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論文内容要旨
研究目的
 クローン病は,その発症にいくつかの遺伝因子,環境因子が関与する多因子疾患である。欧米
 から報告された連鎖解析の結果より,第6染色体短腕にはクローン病の疾患感受性遺伝子が存在
 すると推定されており,IBD3と座位名が付けられているが,HLA領域はこのIBD3の領域に
 含まれている。日本人クローン病とHLA領域内の遺伝子(丁配F,DgBノ,DRB1)との相関が再
 現性を持って報告されていることから,日本人クローン病においてもIBD3の領域内に感受性
 遺伝子が存在する可能性が大きい。そこでHLA領域を中心としたIBD3の約16Mbの領域よ
 り疾患感受性領域をさらに絞り込むことを目的に,マイクロサテライトマーカーを用いた相関マッ
 ピングを患者一対照研究で施行した。
研究方法
 (方法1)クローン病患者162名,健常対照者186名から末梢血を採取し,末梢血単核球より
 DNAを抽出した。蛍光ラベルしたマイクロサテライトマーカーを用いてPCRを施行し,PCR
 産物長を測定することにより遺伝子型を決定した。マイクロサテライトマーカーは,HLA領域
 を中心とした第6染色体短腕上に20ヶ所設定した。
 (結果1)各マーカーにおいて,クローン病,健常対照者間での遺伝子型頻度の分布の差を検討
 したところ,HLAクラスH領域のD6S2444,HLAクラス皿領域のD6S273,HLAクラス皿
 領域TNF近傍のTNFdのマーカーにおいて有意差が認められた。HLAクラス1領域,及び
 HLA領域外のマーカーにおいては有意差を認めなかった。
 (方法2)研究1の結果より,クローン病の感受性遺伝子は,HLAクラスH領域からTNF近
 傍にかけて存在すると考えられ,この領域にマイクロサテライトマーカーを7ヶ所追加し,同様
 に遺伝子型を決定した。解析はonelocus毎,twolocihaplotype毎,及び連鎖不平衡解析を
 行った。
 (結果2)新たに追加したマーカーではTNF近傍のTNFeのマーカーにおいて遺伝子型頻度の
 分布に有意差を認めた。マーカー間で形成されるhaplotypeの分布の差を検討したところ,ク
 ローン病,健常対照者間で有意な差を認めなかった。Onelocns毎の解析で正の相関を示す対立
 遺伝子間の連鎖不平衡を解析したところ,D6S2444とTNFdで正の相関を示す対立遺伝子同士
 は連鎖不平衡であるのに対し,TNFdとTNFe問においては連鎖不平衡を認めなかった。よっ
 てD6S2444,TNFdで認められた相関とTNFeで認められた相関は互いに独立であると考えら
 れた。
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結論
 日本人クローン病の感受性遺伝子は,HLAクラスII領域からTNF近傍の約1Mbにかけて1
 つ,あるいは複数存在することが示唆された。
 研究の意義・今後の展望
 過去のHLAとクローン病の解析は,候補遺伝子解析であった。本研究は,候補遺伝子解析で
 はなく,一連の連鎖解析の結果得られたIBD3領域の相関マッピングによる候補領域の絞り込
 みである。本研究の結果,対象とすべきHLA内のクローン病感受性領域が明らかとなったため,
 今後はこの領域を中心に異なるマイクロサテライトマーカー,更にはSNPsを用いて相関解析
 を施行し,感受性領域をさらに絞り込むことが必要である。
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 審査結果の要旨
 クローン病は,その発症にいくつかの遺伝因子,環境因子が関与する多因子疾患である。欧米
 から報告された連鎖解析の結果より,第6染色体短腕にはクローン病の疾患感受性遺伝子が存在
 すると推定されており,IBD3と座位名が付けられているが,HLA領域はこのIBD3の領域に
 含まれている。日本人クローン病とHLA領域内の遺伝子(丁押F,D9β1,DRB1)との相関が再
 現性を持って報告されていることから,日本人クローン病においてもIBD3の領域内に感受性
 遺伝子が存在する可能性が大きい。そこでマイクロサテライトマーカーを用いた相関マッピング
 を患者一対照研究で施行し,HLA領域を中心としたIBD3の約16Mbの領域より疾患感受性領
 域をさらに絞り込むことを目的とした。
 対象はクローン病患者162例,健常対照者186例である。欧米ではクローン病の感受性遺伝子
 の1つNOD2(CARD15)が報告された。NOD2には3つのcommonvariantが存在するが,
 本対象すべてにこれらのvariantは認められなかった。遺伝子型は末梢血単核球よりDNAを抽
 出後,蛍光ラベルしたマイクロサテライトマーカーを用いてPCRを施行し,PCR産物長を測定
 することにより決定した。マイクロサテライトマーカーは,第6染色体短腕上HLA領域内に9
 ケ所,HLA領域外に11ケ所設定した。
 各マーカーにおいて,クローン病,健常対照者間での遺伝子型頻度の分布の差を検討したとこ
 ろ,HLAクラスII領域DQB1近傍のD6S2444,HLAクラス皿領域のD6S273,HLAクラス
 皿領域TNF近傍のTNFdのマーカーにおいて有意差が認められた。HLAクラス1領域,及び
 HLA領域外のマーカーにおいては有意差を認めなかった。有意差の認められたマーカーに関し
 ては,対立遺伝子毎にX2検定を施行し,相関の有無を検定した。D6S2444,TNFdのマーカー
 では正の相関を示す対立遺伝子を認め,D6S273のマーカーでは負の相関のみを認めた。以上
 の結果より,クローン病の感受性遺伝子は,HLAクラスH領域からTNF近傍にかけて存在す
 ると考えられ,この領域にマイクロサテライトマーカーを7ケ所追加し,同様に遺伝子型を決定
 した。新たに追加したマーカーではTNF近傍のTNFeのマーカーにおいて遺伝子型頻度の分布
 に有意差を認め,2つの正の相関を示す対立遺伝子を認めた。
 D6S2444,TNFd,TNFeのマーカーで計4つの正の相関を示す対立遺伝子を認め,それら
 対立遺伝子間で強い連鎖不平衡を認めないことから,日本人クローン病の感受性遺伝子は,
 DQB1近傍からTNF近傍にわたる約1Mbに1つ,あるいは複数存在することが示唆された。
 審査の結果,本論文内容が学位に十分値することが確認された。
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